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RESUMO

EFEITO TOXICO DO COMPOSTO 2-FENILETINIL-BUTILTELURIO SOBRE A
MOSCA DA FRUTA Drosophila Melanogaster: POSSIVEL ACAO INSETICIDA
Autor: Karina Chertok Bittencourt
Orientador: Marina Prigol
Local e data: Itaqui, 09 de novembro de 2018.

O uso inadequado de inseticidas tem causado diversos problemas ambientais e a salde
humana ao longo dos anos, levando a procura por produtos alternativos ndo prejudiciais. O
PEBT é um composto organico de telUrio que tem se mostrado promissor, pois ndo é toxico
para mamiferos, porém é toxico para outras espécies, como bactérias, o qual levanta a questdo
sobre sua possivel acdo inseticida. A mosca da fruta (Drosophila melanogaster) € considerada
um modelo de referéncia na pesquisa cientifica e tem sido utilizada, entre outras coisas, para
testar a toxicidade de praguicidas. Nesse contexto, 0 presente estudo teve como objetivo
avaliar o potencial inseticida do 2-feniletinil-butilteltrio, em diferentes concentracdes, sobre a
mosca da fruta (Drosophila melanogaster). O experimento foi conduzido no Laboratério de
Avaliacbes Farmacoldgicas e Toxicoldgicas aplicadas as Moléculas Bioativas (LaftamBio
Pampa) na Universidade Federal do Pampa, Campus Itaqui, RS. Os tratamentos consistiram
em quatro grupos, um grupo controle [1] e trés concentracdes de PEBT: 0, 325 mM [2], 1,3
mM [3], e 5,2 mM [4]. Foram utilizadas 150 moscas por grupo, com 3 repeticdes. As
avaliacOes consistiram em: ensaio de campo aberto e geotaxia negativa (In vivo), taxa de
mortalidade e atividade da acetilcolinesterase (AChE) (Ex vivo). Constatou-se o efeito tdxico
do PEBT sobre Drosophila melanogaster e sua possivel acdo inseticida, sendo a concentragdo
letal 50% de 2,386 mM, em 48h. Em todas as concentracGes testadas, o PEBT reduziu o
comportamento locomotor e exploratorio das moscas, em 24 e 48 horas. A sua toxicidade néo

.....

oxidantes, induzindo o estresse oxidativo nas moscas.

Palavras-chave: Telurio; Toxicidade; Mortalidade; Acetilcolinesterase.



ABSTRACT

TOXIC EFFECT OF THE 2- PHENYLETHYNYL-BUTYLTELLURIUM
COMPOUND ON THE FRUIT FLY Drosophila Melanogaster: POSSIBLE
INSECTICIDAL ACTION

Author: Karina Chertok Bittencourt
Advisor: Marina Prigol
Data: Itaqui, November 09, 2018.

The inappropriate use of insecticides has caused a variety of environmental problems and
damages to human health along the years, leading to a search for non-harmful alternative
products. PEBT is an organic tellurium compound that has shown to be promising, as it is not
toxic to mammals, however it can be to other species, like bacteria, which raises the question
about its possible insecticidal action. The fruit fly (Drosophila melanogaster) is considered as
a reference model in scientific research and it has been used, among other things, to test the
toxicity of some insecticides. In this context, the objective of the present study is to evaluate
the insecticide potential of 2-phenylethynyl-butyltellurium, in different concentrations, on the
fruit fly (Drosophila melanogaster). The experiment was conducted in the Pharmacological
and Toxicological Evaluations Applied to Bioactive Molecules Laboratory (LaftambioPampa)
in the Federal University of Pampa, Itaqui, RS. The treatments consisted of four groups, a
control group [1] and three different concentrations of PEBT: 0, 325 mM [2], 1,3 mM [3], e
5,2 mM [4]. There were used 150 flies for each group, with 3 repetitions. The evaluations
consisted on an open field assay and a negative geotaxia of flies test (In vivo), mortality rate
and acetylcholinesterase (AChE) activity (Ex vivo). The toxic effect of PEBT on Drosophila
melanogaster and its possible insecticidal action were verified, and the lethal median
concentration was determined as 2,386 mM, in 48h. In all the concentrations, PEBT reduced
the locomotor and exploratory behavior of the fly, in 24 and 48 hours. Its toxicity is not due to
the inhibition of the acetylcholinesterase (AChE) activity, but possibly to its pro oxidant

effects which induce the oxidative stress in the flies.

Keywords: Telurium; Toxicity; Mortality; Acetylcholinesterase.
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1 INTRODUCAO

Diversas praticas e técnicas tém contribuido para o aumento da producéo agricola nos
ultimos anos, tais como: a irrigacdo, 0 uso de corretivos e fertilizantes, o melhoramento
genético, as praticas conservacionistas de manejo do solo e da agua, e, principalmente, o
controle de pragas, doengas e ervas daninhas, entre outros.

O Brasil atualmente € o pais que mais consome agrotdxicos no mundo, j& que esses
produtos sdo considerados relevantes para o modelo agricola vigente (MINISTERIO DO
MEIO AMBIENTE, 2012). Em relacdo ao controle de pragas, a aplicacdo de inseticidas é
uma das praticas mais utilizadas pelos produtores rurais por ser uma das mais efetivas,
entretanto, seu uso incorreto e indiscriminado, tem causado diversos problemas a saude
humana e ao meio ambiente ao longo dos anos (CORREA & SALGADO, 2011).

Nesse contexto, observa-se uma maior demanda dos consumidores por alimentos
produzidos sem a utilizacdo de agrotoxicos, o que dificultaria a producdo de alimentos em
larga escala, devido ao significativo percentual de perdas de produtividade oriundo de danos
causados por pragas agricolas. Portanto, surge a necessidade de procura por produtos efetivos
no controle das mesmas e nao prejudiciais a satde humana.

Uma substancia que tem sido muito estudada quanto as suas propriedades quimicas
nos Gltimos anos é o Telurio, um elemento quimico pertencente ao grupo 16 da tabela
periddica, denominado familia dos calcogénicos (NOGUEIRA & ROCHA, 2012).

E visto com maior frequéncia na forma de teluretos de ouro, bismuto, chumbo e prata
(NOGUEIRA & ROCHA, 2012), porém também encontra-se ha composi¢ao de organismos
vegetais, como em alguns membros da familia Alliaceae, em fluidos corporais de
camundongos, tais como urina e sangue e, inclusive, em humanos (LARNER, 1995; SIDDIK
& NEWMAN, 1988; NEWMAN et al., 1989; REZANKA & SIGLER, 2008 apud GUERRA
DE SOUZA, 2013).

Atualmente existem diversos compostos organicos de teldrio sintetizados, 0s quais
possuem diferentes caracteristicas e estruturas quimicas, €, varios destes vem sendo estudados
guanto as suas propriedades farmaco-toxicoldgicas (NOGUEIRA & ROCHA, 2012).

De maneira geral, compostos organicos de telirio mostram-se bastante promissores,
com efeitos benéficos ao organismo, porem podem demonstrar toxicidade dependendo da

intensidade e da estrutura do composto, levando em consideracdo a concentracdo



administrada e a espécie em questdo (NOGUEIRA et al., 2004 apud GUERRA DE SOUZA,
2013).

Alguns compostos, como os teluroacetilenos, ndo apresentam efeitos toxicos em
mamiferos, e possuem propriedades farmacoldgicas, como: propriedades imunomoduladoras,
quimioprotetoras, antidepressivas, antiepileptogénicas, anti-helminticas e antioxidantes
(GUERRA DE SOUZA, 2013).

Dentre os teluroacetilenos, encontra-se 0 composto 2-feniletinil-butilteldrio (PEBT), o
qual ja demonstrou efeitos antioxidantes in vivo, na protecdo contra o dano oxidativo causado
por nitroprussiato de sddio em cérebro de camundongos, portanto, a partir disto, o0 PEBT
demonstra ser um composto promissor, sem expressar efeito toxico na utilizacdo em
vertebrados (SOUZA et al., 2009 apud GUERRA DE SOUZA, 2013).

Porém, recentemente, esse composto foi apresentado com propriedades bactericidas
quando testado em Escherichia coli, como demonstrado por Pinheiro et al. (2018), o qual
levanta a questdo sobre seu possivel efeito toxico em animais invertebrados, e,
consequentemente, sua possivel acdo inseticida, o que poderia resultar em uma alternativa
interessante no contexto atual da producdo agricola.

A Drosophila melanogaster, conhecida popularmente como ‘‘mosca da fruta’ ou
““mosca do vinagre”’ é considerada um modelo alternativo na pesquisa cientifica devido a sua
facil manutencdo em laboratérios, baixo custo e por sobreviverem a temperatura ambiente
(MORALES, 2008). Estes organismos sdo empregados principalmente em estudos em
genética (PEREIRA, 2001), porém também tém sido muito utilizados como modelos
biol6gicos a fim de testar a toxicidade de praguicidas (ROCHA et al., 2013).

Esse tipo de estudo é muito promissor, pois permite a descoberta de novas substancias
com potencial inseticida ndo explorado, oferecendo alternativas ndo prejudiciais a saude
humana e ao meio ambiente, o qual é compativel com as tendéncias das novas tecnoldgicas

que vem sendo utilizadas na agricultura com essa finalidade.



1.1 Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivo avaliar o potencial inseticida do composto 2-
feniletinil-butilteldrio, em diferentes concentracdes, sobre a mosca da fruta (Drosophila
melanogaster).

1.2 Objetivos especificos

e Avaliar a toxicidade do composto 2-feniletinil-butilteldrio, a través da taxa de
mortalidade nas moscas;

e Determinar a concentracdo letal 50% (CLsp) do composto 2-feniletinil-
butilteldrio;

e Auvaliar o comprometimento locomotor nas moscas;

e Avaliar alterac6es na atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE);



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Os inseticidas

O controle quimico de pragas, realizado a partir do uso de inseticidas, € o tipo de
controle mais utilizado atualmente nas propriedades agricolas. Os inseticidas sdo considerados
uma ferramenta de grande valor no manejo de pragas, pois sao altamente efetivos, possuindo
acao curativa rapida, além de serem relativamente econémicos e adaptaveis a maioria das
situacOes, representando o Unico método confidvel e eficaz em situacdes de emergéncia,
quando a infestacdo de pragas se aproxima ou ultrapassa o nivel de controle (METCALF,
1994).

Porém, seu uso inadequado e indiscriminado tem causado diversos problemas a salde
humana e ao meio ambiente ao longo dos anos (CORREA & SALGADO, 2011), dentre os
quais se destacam: (1) o acimulo de residuos tdxicos em alimentos; (2) a intoxicagdo de
produtores rurais; (3) o desenvolvimento de resisténcia de pragas a inseticidas/acaricidas; (4)
a ressurgéncia ou aparecimento de novas pragas; (5) as altas infestaces por pragas
secundarias, bem como, (6) os efeitos adversos sobre organismos ndo-alvo como por exemplo
a reducdo da populacdo de insetos Uteis como abelhas e outros polinizadores, além de insetos
parasitoides e predadores; (CORREA & SALGADO, 2011; SMITH, 1970).

O modo de acdo de um inseticida refere-se ao processo pelo qual uma molécula
inseticida interage com o seu alvo, causando bloqueio em algum processo metab6lico. Tais
interacbes levam a alteracbes em processos anatdmicos, fisioldgicos, e/ou bioquimicos
normais da praga alvo, os quais se expressam na forma de toxicidade e inabilidade de
sobrevivéncia (ETO, 1990).

Conhecer 0 modo de acdo de um inseticida é de extrema importancia para a
implementacéo efetiva de programas de manejo de pragas, considerando-se a possibilidade de
desenvolvimento de resisténcia de pragas a inseticidas (GALLO et al., 2002), a qual pode ser
evitada a partir da rotacdo de modos de acdo de inseticidas, assim como todos 0s riscos
decorrentes do uso do mesmo.

Dentre 0os modos de acdo de inseticidas sintéticos atualmente disponiveis no mercado

agricola encontram-se os inibidores de acetilcolinesterase (AchE), os agonistas e antagonistas



de acetilcolina (Ach), os agonistas do acido gama aminobutirico (GABA), os agonistas da
octopamina, os moduladores de canais de sédio (Na+), os bloqueadores de canais de Na+, 0s
reguladores de crescimento de insetos, os inibidores de sintese de quitina, 0s agonistas e
antagonistas do horménio juvenil, os agonistas de ecdisterdides, os inibidores de transporte de
elétrons, os inibidores da sintese de ATP, e os inibidores da ATPase (ALVES &
SERIKAWA, 2006). Sendo que, atualmente, os inseticidas mais utilizados fazem parte do
grupo dos organofosforados e carbamatos, os quais atuam inibindo a acdo da
acetilcolinesterase (AChE), um tipo de enzima que catalisa a hidrdlise do agente
neurotransmissor acetilcolina (ACh), o que resulta no acimulo de acetilcolina durante a
sinapse, causando hiperexcitabilidade, devido a transmissdo continua e descontrolada de
impulsos nervosos (FUKUTO, 1990).

2.2 O Telurio

O elemento teltrio (Te) é um semimetal pertencente ao grupo 16 da tabela periddica,
denominado familia dos calcogénicos (GUERRA DE SOUZA, 2013), junto ao Oxigénio (O),
Enxofre (S), Selénio (Se) e Polonio (Po).

Foi descoberto em 1782 pelo quimico Frans-Joseph Mueller Von Reichestein ao
estudar um minério contendo ouro, e isolado pela primeira vez, em 1798 por Klaproth
(COOPER, 1971). Seu nome deriva da palavra terra em Latim, tellus (TAYLOR, 1996).

Pode ser encontrado em diferentes estados de oxidacdo como: Te*® (telurato), Te*
(telurito) Te® (teldrio elementar) e Te™ (telureto) (SCANSETTI, 1992), porém, ocorre
principalmente como teluretos (Te 2-) de ouro, prata, chumbo e bismuto (TAYLOR, 1996).

O telurio (Te) apresenta propriedades similares as do arsénico (As), selénio (Se) e
antimonio (Sb). Esses elementos possuem aplicagdes industriais relacionadas, e mesmo o
teltrio ndo sendo amplamente utilizado, é requerido em um namero importante de aplicacdes
industriais (TAYLOR, 1996).

Ocupa um papel particular na fabricagdo de semicondutores e outros componentes
eletronicos, além de ser um componente de ligas especiais, as quais melhoram a dureza e
resisténcia a corrosdo. E empregado em lampadas de alta intensidade, no processo de sintese

de explosivos, na vulcanizacdo da borracha, em lubrificantes solidos e na petroquimica



(TAYLOR, 1996). Também ¢é utilizado na producdo industrial de vidro e aco e como um
aditivo antidetonante na gasolina (FAIRHILL, 1969).

Além disso, estudos recentes tém demonstrado o uso de nanoparticulas de telureto de
cadmio fluorescente como biomarcadores para analise de imagem (GREEN et al., 2007; BA
etal., 2010, apud GUERRA DE SOUZA, 2013).

Na natureza, esta presente na composicao de organismos vegetais, particularmente em
membros da Familia Alliaceae, como no alho (Allium sativum) (LARNER, 1995), e em
fluidos corporais de camundongos, onde foram identificadas pequenas quantidades de tellrio
na urina e no sangue (SIDDIK & NEWMAN, 1988; NEWMAN et al., 1989, apud GUERRA
DE SOUZA 2013).

Em 1967, Schoroeder e colaboradores determinaram, utilizando espectrometria de
absorcéo atdbmica, que 0 organismo humano possui uma quantidade relativamente grande de
teldrio, quando comparada a outros elementos-traco, tais como ferro e zinco (REZANKA e
SIGLER, 2008 apud GUERRA DE SOUZA, 2013).

2.1.1 O Composto 2-feniletilinil-butilteldrio (PEBT)

O composto 2-feniletinil-butilteldrio (PEBT) (Figura 1) pertence a classe dos
teluroacetilenos, uma classe de compostos organicos de teltrio. Esse tipo de compostos ndo
tem apresentado efeitos téxicos em mamiferos, e possuem, ainda, propriedades
farmacoldgicas (NOGUEIRA et al., 2004).

Foi demonstrado que teluroacetilenos apresentam atividade antioxidante in vitro
avaliada em cérebro de ratos, pois reduzem a peroxidacao lipidica e a oxidacdo de proteinas
induzidas por estresse oxidativo. Além disso, inibem a atividade da enzima sulfidrica delta-
amino-levulinato desidratase in vitro, um pardmetro de toxicidade (SOUZA et al., 2009 apud
GUERRA DE SOUZA, 2013).

Estudos demonstram que o PEBT proporciona prote¢cdo contra o dano oxidativo
causado por nitroprussiato de sédio em cérebro de camundongos, o qual sugere um efeito
antioxidante in vivo desse composto. Além do mais, o PEBT foi capaz de aumentar per se a
atividade da glutationa peroxidase, uma enzima antioxidante, em cérebro de camundongos,

embora este ndo apresente atividade mimética da mesma, o qual, somado ao efeito scavenger



de radicais exercido pelo composto, pode explicar sua a¢do antioxidante in vivo. (SOUZA et
al., 2009 apud GUERRA DE SOUZA, 2013).

Segundo Nogueira et al. (2004), a intensidade da toxicidade de compostos de telurio,
ndo depende apenas da estrutura do mesmo e da concentracdo administrada, mas também da
espécie em questdo. Sendo assim, recentemente, o0 PEBT exibiu atividade antimicrobiana
contra a bactéria Escherichia coli, envolvendo a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), a oxidacdo de tidis ndo proteicos (NPSH), e a reducdo das defesas antioxidantes nas
células bacterianas como demonstrado por Pinheiro et al. (2018), tornando-se necessarios

mais estudos em relacdo a sua toxicidade em animais invertebrados.

2.2 Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster, conhecida popularmente como ‘‘mosca da fruta’> ou
““mosca do vinagre’> ¢ um inseto diptero, que mede aproximadamente 4mm, de fécil
conservacdo, alimentacio e manuseio (PEREIRA, 2001). E holometabolo, pois possui um
ciclo de vida de metamorfose completa (ovo, larva, pupa e adulto), o qual também é curto e
dependente das condi¢cGes ambientais (PEREIRA, 2001). Foi introduzida como um modelo
genético por T.H. Morgan ha aproximadamente 100 anos e, desde entdo, tem permitido
entender muitos mecanismos e processos biolégicos importantes, assim como a pesquisa
avancada em satde humana (PROKOP, 2016).

E considerada como um modelo de referéncia na pesquisa cientifica devido a sua facil
manutencdo em laboratérios, baixo custo e por sobreviverem a temperatura ambiente
(MORALES, 2008). Além disso, as moscas e 0s humanos possuem raizes evolutivas comuns
e apresentam semelhancas notaveis ao nivel dos seus genes, celulas, tecidos e processos
bioldgicos subjacentes ao seu desenvolvimento, saude e doenca. Em média, 75% dos genes de
doencas humanas tem uma correspondéncia proxima o suficiente para serem estudados em
Drosophila melanogaster (PROKOP, 2016).

Estes organismos sdo amplamente estudados em diversas areas, tais como: fisiologia,
comportamento, desenvolvimento e biologia molecular (FARIAS, 2016). Porém, s&o
empregados principalmente em estudos em genética (PEREIRA, 2001), pois viabilizam

descobertas sobre os fatores de transmissdo dos caracteres hereditarios, ligagdo e interacdo



genética, efeitos da radiagdo, aberracbes cromossdémicas, mudangas evolutivas em
populagdes, entre outros (OLIVEIRA, 2011).

Alguns pesquisadores tém utilizado bioensaios com a mosca Drosophila melanogaster
como indicadores de residuos de agrotdxicos em alimentos e da presenca, no ambiente, de
substancias quimicas com potencial mutagénico, ja que possuem uma elevada sensibilidade
para detectar substancias toxicas (ALMEIDA et al., 2001). Por esse motivo, recentemente,
também tém sido muito utilizadas como modelos bioldgicos a fim de testar a toxicidade de
praguicidas (ROCHA et al., 2013).

FIGURA 1. Estrutura quimica do composto 2-feniletinil-butilteldrio (PEBT).



3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Avaliagbes Farmacologicas e
Toxicoldgicas aplicadas as Moléculas Bioativas (LaftamBio Pampa) na Universidade Federal
do Pampa, Campus Itaqui, RS.

O composto PEBT foi preparado de acordo com método proposto por Comasseto et al.
(1996) pelo Laboratério de Sintese Organica Limpa — LASOL, CCQFA, Universidade
Federal de Pelotas. Os demais reagentes foram obtidos através da UNIPAMPA, Campus
Itaqui.

As moscas utilizadas no experimento provém do Centro Nacional de Espécies (National
Species Center) em Bowling Green, Ohio, USA.

Os tratamentos consistiram em quatro grupos, com um grupo controle [1] e os demais
grupos em trés concentragdes diferentes de PEBT: 0, 325 mM [2], 1,3 mM [3], e 5,2 mM [4].
As concentracfes de PEBT testadas neste estudo foram determinadas a partir de testes
preliminares. Foram utilizadas 150 moscas, de 1 a 4 dias de idade, de ambos os sexos por
tratamento, sendo realizadas 3 repeticdes, com 50 moscas cada grupo, expostas ao
experimento por um periodo de 48 horas.

3.1. Preparo da dieta

Para o preparo da dieta foi pesado o valor, em gramas, correspondente a maior
concentracdo de PEBT (0,02808 g), utilizando balanca de precisdo de 0,0001 e micropipeta
automatica reguléavel, e o produto foi diluido 200 pl em dimetilsulfoxido (DMSO) para obter
a primeira solugdo-mée, equivalente a (0,52 M). As duas concentracbes menores foram
obtidas por diluicdo. Foram pipetados 50 pl da solugédo de 0,52 M e 150 pl de DMSO para
obter a solucdo de 0,13 M. Esse procedimento foi repetido para obter a solucdo de 0,0325 M a
partir da 0,13 M.

Para obter as trés concentracdes utilizadas nos tratamentos (5,2 mM, 1,3 mM e 0,325
mM) foram pipetados 10 pl de cada uma das solugfes maes respectivamente e acrescentados

990 pl de sacarose (1%), obtendo assim 1000 pl de solucéo.
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Na base dos vidros de tratamento, foram dispostos recortes de papel-filtro e os vidros
foram vedados utilizando esponjas para impedir a saida das moscas.

3.2 AvaliacOes

Os testes realizados foram: taxa de mortalidade, geotaxia negativa e ensaio de campo
aberto in vivo, e atividade da acetilcolinesterase (Ache) ex vivo.
Esses procedimentos encontram-se representados na Figura 2.

3.2.1 Taxa de mortalidade

A taxa de mortalidade das moscas foi avaliada diariamente, a partir da contagem do
namero de moscas vivas, até o final do periodo experimental (48 horas). Em cada grupo
foram incluidas 150 moscas, representando a média de 3 experimentos independentes (50
moscas por grupo).

3.2.2 Determinacéo da Concentracéo Letal 50% (CLs)

A concentracdo letal 50% (CLso) expressa o0 grau de toxicidade aguda de substancias
quimicas. Correspondem as concentracfes que provavelmente matam 50% dos individuos de
um lote utilizados em experimentos. Sao valores calculados estatisticamente a partir de dados
obtidos experimentalmente. Com base nas CL50 de varias substancias, sdo estabelecidas
classes toxicoldgicas de produtos quimicos e farmacoldgicos.

No presente estudo, a CLs, foi determinada a partir da taxa de mortalidade das moscas.
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3.2.3 Geotaxia negativa

O teste de geotaxia negativa € utilizado para avaliar a atividade locomotora das
moscas com base no comportamento fototaxico, para isto as moscas sdo anestesiadas com
gelo e transferidas a um tubo falcon (15 cm de comprimento e 1,5 cm de diametro), apds um
tempo de recuperacao de 10 minutos, foi registrado o tempo gasto por cada mosca para atingir
uma altura de 8 cm, medido a partir do fundo do tubo.

O teste foi realizado as 24h e as 48h apo6s o inicio do experimento, utilizando a média
de 6 moscas por repeticdo em cada grupo.

Em cada grupo foram incluidas 18 moscas, representando a média de 3 experimentos

independentes (6 moscas por grupo).

3.2.4 Ensaio de campo aberto

O ensaio de campo aberto € utilizado para avaliar o comportamento e a atividade
exploratoria da mosca. Para isso as moscas sao colocadas em uma placa de Petri dividida em
guadrantes de um centimetro quadrado, e sdo contados 0 numero de quadrados que a mosca
percorreu durante 60 segundos.

O teste foi realizado as 24h e as 48h apds o inicio do experimento, utilizando 6 moscas
por repeticdo em cada grupo, sendo incluidas um total de 18 moscas, representando a media

de 3 experimentos independentes (6 moscas por grupo).

3.2.5 Atividade da acetilcolinesterase (AChE)

A atividade da acetilcolinesterase (AChE) foi determinada de acordo com o método de
Ellmann et al., (1961).

O teste foi realizado as 48 h apds o inicio do experimento, com as moscas que

sobreviveram, utilizando 10 moscas por repeticdo, separando cabeca e corpo. As moscas

foram homogeneizadas e centrifugadas a 1000 rpm durante 10 min a 4 °C.
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Para as analises bioquimicas, as moscas foram eutanasiadas em gelo. As partes
cabeca e corpo foram cuidadosamente separadas e homogenizadas utilizando uma solugéo
tamp&o de HEMES (Acido 4- (2-hidroxietil) -1-piperazinoetanossulfonico) (20 mM, pH 7.0),
1:10 (moscas/volume pL), durante 2 minutos imediatamente apds a centrifugagdo das
amostras de acordo com a analise desejada. Posteriormente, o sobrenadante das amostras foi
removido e utilizado para os ensaios bioquimicos. Todas as determinac6es bioquimicas foram
realizadas em duplicatas.

O meio de reacdo foi preparado contendo 0,25 M KPi de solucdo tampdo com pH
8.0 e 550 de &cido ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB 5 mM). Foi adicionado a solucéo
homogeneizada e a acetiltiocolina 7.25 mM (2.1 mg/ml). A leitura foi realizada durante 2 min
a 412 nm. As atividades enzimaticas foram expressas em nm de substrato hidrolisado/min/mg

de proteina.

3.3 Analise estatistica

Os resultados estdo expressos como meédia + desvio padrdo. A andlise estatistica foi
realizada pela analise de variancia ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de
Newman-Keuls. Foram consideradas significativas as diferencas entre os tratamentos quando
p<0,05, utilizando o programa GraphPad Prism5.

Para a determinacdo da concentracao letal 50% foi utilizado o teste de regresséo linear
do programa GraphPad Prism5.

FIGURA 2. Desenho experimental deste estudo.

52 mM

Controle 0,325 mM 13mM

Controle 0,325 mM 1,3mM 52 mM

. Ensaio de campo aberto e Ensaio de campo aberto,
geotaxia negativa geotaxia negativa,
atividade da AChE e

determinagdo da CLso

Fonte: Karina Chertok Bittencourt (2018).



13

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito tdxico do composto 2-feniletinil-butilteltrio (PEBT) sobre a mosca da fruta
(Drosophila melanogaster)

A analise post-hoc mostrou que as moscas expostas as trés diferentes concentracdes do
composto (0,325 mM, 1,3 mM e 5,2 mM) apresentaram uma taxa de mortalidade maior
quando comparadas ao grupo controle, porém as moscas expostas a concentracao de 5,2 mM
apresentaram a maior taxa de mortalidade, tanto em 24h (Figura 3A), como em 48h (Figura
3B). A ANOVA de uma via mostrou uma interacdo significativa entre os grupos 24 horas
apos a exposicao [F (320) = 49,88; P < 0,0001] e 48 horas apos a exposicao [F 20 = 127,1; P
< 0,0001]. Assim, € possivel observar que o composto 2-feniletinil-butilteldrio possui efeito
toxico sobre a mosca da fruta (Drosophila melanogaster), comprovando sua possivel acédo
inseticida. A maior taxa de mortalidade obtida através da maior concentracdo de PEBT (5,2
mM) em relacdo as outras concentracdes (1,3 e 0,325 mM) pode ser explicada a partir da
determinacdo da concentracéo letal 50% (CLso).

Os resultados revelaram valores de CLso para 0 PEBT de 2,386 mM (Figura 4). Esta
concentracdo € capaz de matar até 50% da populacdo vulneravel de Drosophila melanogaster,
portanto, pode-se estipular que somente a partir desse valor havera diferencas significativas
guanto a taxa de mortalidade das moscas.

A concentracdo € relativamente baixa, o qual resulta positivo visto que ndo sera
necessario aplicar concentracdes excessivamente altas do produto para eliminar 50% da

populacédo vulneravel, diminuindo, dessa forma, os riscos ambientais.

FIGURA 3. Taxa de mortalidade de moscas devido ao efeito tdxico do composto 2-
feniletinil-butilteldrio (PEBT) sobre a mosca da fruta (Drosophila
melanogaster) em 24h (A) e em 48h (B). Os valores sdo fornecidos como
média + SD. Significancia determinada pela analise da variancia (ANOVA)

seguida do teste post- hoc de Newman Keuls. A diferenca significativa dos



14

grupos em relagdo ao grupo controle foi representada por um asterisco (*) e em
relacdo as concentragdes de PEBT, por um simbolo numeral (#).
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Controle 0,325mM 13mM 52mM Controle 0,325mM 1,3mM 52mM

FIGURA 4. Determinacdo da concentracdo letal 50% (CLsp) do composto 2-feniletinil-

butilteldrio (PEBT) a partir do efeito toxico do composto sobre a mosca da

fruta (Drosophila melanogaster).
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A anélise post-hoc também mostrou que as moscas expostas a concentracdo de 5,2

mM de PEBT apresentaram maior tempo de escalada em comparacdo as moscas do grupo

controle e as concentragdes 0,325 mM e 1,3 mM no teste de geotaxia negativa apos 24h de

exposicdo (Figura 5A). Ap6s 48h de exposicdo as diferentes concentracfes de PEBT, as
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moscas apresentaram tempo aumentado de escalada quando comparadas ao grupo controle,
sem apresentar diferencas significativas entre si (Figura 5B). A ANOVA de uma via mostrou
uma interagéo significativa entre os grupos 24 horas apos a exposic¢éo [F 316 = 18,36; P <
0,0001] e 48 horas ap0s a exposic¢ao [F 17y = 11,39; P = 0,0002].

Também foi possivel observar, a partir do ensaio de campo aberto, que o
comportamento locomotor e exploratério das moscas, 24h ap6s o inicio do experimento,
mostrou-se reduzido nas concentracfes de 1,3 mM e 5,2 mM de PEBT em relacdo ao grupo
controle e a concentracdo de 0,325 mM, sendo gque as moscas expostas a concentracao de 5,2
mM apresentaram uma reducdo maior desse comportamento quando comparadas a
concentracdo de 1,3 mM (Figura 6A). Apds 48h, pode-se observar que as moscas expostas as
diferentes concentracbes do composto apresentaram o Seu comportamento locomotor e
exploratério reduzido quando comparadas ao grupo controle, porém ndo apresentaram
diferengas significativas entre si (Figura 6B). A ANOVA de uma via mostrou uma interacao
significativa entre os grupos 24 horas apos a exposicao [F (32 = 25,26; P < 0,0001] e 48 horas
apos a exposicéo [F (318 = 32,84; P < 0,0001].

Dessa forma, sugere-se que a reducdo do comportamento locomotor e exploratorio das
moscas causada pelo PEBT ocorreu como efeito de sua toxicidade, pois é possivel estabelecer
uma relagdo direta entre o comportamento das moscas e a taxa de mortalidade, ja que em 24h
a maior concentragdo do composto (5,2 mM) causou a maior redugdo no comportamento
locomotor e exploratorio das moscas comparada as outras concentragcdes e ao grupo controle,
como observado em ambos 0s ensaios de comportamento, e também, a maior taxa de
mortalidade.

Em 48h todas as concentraces testadas sdo capazes de reduzir o comportamento
locomotor e exploratério das moscas em proporcdes semelhantes, como observado em ambos
os testes, porém, o aumento significativo da taxa de mortalidade exige concentracGes a partir
de 2,386 mM (CLsp)

FIGURADS. Efeito da toxicidade do PEBT no comportamento de Geotaxia negativa da
mosca da fruta (Drosophila melanogaster) no tempo em segundos (s) de
escalada no teste de geotaxia negativa, em 24(A) e 48h (B). Seis moscas de
cada grupo foram utilizadas e os valores representam a soma de trés
experimentos independentes. Valores fornecidos como média + SD.

Significancia determinada pela analise da variancia (ANOVA) seguida do teste
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post- hoc de Newman Keuls. A diferenca significativa dos grupos em relacéo
ao grupo controle foi representada por um asterisco (*) e em relagdo as

concentracdes de PEBT, por um simbolo numeral (#).
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FIGURA 6. Efeito da toxicidade do PEBT sobre a mosca da fruta (Drosophila
melanogaster) na distancia em centimetros (cm) percorrida no ensaio de campo
aberto, em 24(A) e 48h (B). Seis moscas de cada grupo foram utilizadas e 0s
valores representam a soma de trés experimentos independentes. Os valores
sdo fornecidos como média + SD. Significancia determinada pela analise da
variancia (ANOVA) seguida do teste post- hoc de Newman Keuls. A diferenca
significativa dos grupos em relacdo ao grupo controle foi representada por um

asterisco (*) e em relacdo as concentracbes de PEBT, por um simbolo numeral

(#).
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4.2 Efeito do composto 2-feniletinil-butilteldrio (PEBT) na alteracdo da atividade da

acetilcolinesterase (AChE)

A andlise post-hoc mostrou que a atividade da acetilcolinesterase (AChE) foi
semelhante em todos 0s grupos experimentais, em ambas as partes, cabeca (Figura 7A) e
corpo (Figura 7B). A ANOVA de uma via ndo revelou uma interacdo significativa entre os
grupos na cabeca das moscas [F 39y = 2.441; P = 0,1341] e no corpo das moscas [F 312) =
1.300; P = 0,3196].

FIGURA 7. Efeito do composto 2-feniletinil-butiltelurio (PEBT) na alteracdo da atividade
da acetilcolinesterase (AChE), em 48h, nas partes cabega (A) e corpo (B). Dez
moscas de cada grupo foram utilizadas, estes valores representam a soma de
trés experimentos independentes. Os valores sdo fornecidos como média + SD.
Significancia determinada pela analise da variancia (ANOVA) seguida do teste
post- hoc de Newman Keuls. A diferenca significativa dos grupos em relacéo
ao grupo controle foi representada por um asterisco (*) e em relagdo as
concentracOes de PEBT, por um simbolo numeral (#).
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Desta forma, é possivel afirmar que a toxicidade do PEBT sobre as moscas ndo diz
respeito a inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE), o qual resulta positivo, pois, esse

modo de ag&o, proprio de inseticidas organofosforados e carbamatos, atribui toxicidade a
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esses compostos ndo somente em insetos, mas também em mamiferos (FUKUTO, 1990), ja
que essa enzima também esta presente nos mesmos.

A acetilcolinesterase € uma enzima responsavel pela degradacdo do mediador
quimico acetilcolina nas sinapses nervosas na placa neuromuscular de diversos Orgaos.
Quando ocorre a passagem do estimulo nervoso em uma sinapse ha a acdo da enzima
rompendo a acetilcolina em acetato + colina. A partir da inibicdo dessa enzima, ocorre a
passagem direta de estimulos nervosos sem interrupgdo, surgindo uma sindrome
parassimpaticomimética, muscarinica ou colinérgica. Com a atuacdo sobre as placas
neuromusculares ha a sindrome nicotinica, e, sobre o sistema nervoso central, a sindrome
neuroldgica (RAMOS & FILHO, 2004). A intoxicacdo por inseticidas organofosforados e
carbamatos pode se dar a través da pele, pela ingestdo ou por inalacdo (RAMOS & FILHO,
2004).

Nesse contexto, pode-se afirmar que o PEBT ndo apresentaria efeitos tdxicos em
mamiferos devido a alteracdes da atividade da acetilcolinesterase (AChE), o qual corrobora
com os resultados obtidos por Guerra de Souza (2013), onde o composto ndo apresentou
efeito tdxico em camundongos.

Um possivel modo de acdo do PEBT sobre as moscas é a traves do estresse oxidativo,
como indicaram os resultados obtidos por Pinheiro et al. (2018), que comprovaram que 0s
efeitos pro-oxidantes do PEBT foram responsaveis pela sua atividade antimicrobiana,
guando testado em E. coli. Foi sugerido que o PEBT atuou induzindo a geracdo de ROS
(espécies reativas de oxigénio), a oxidacdo de grupos tidis, e a reducdo da atividade das
enzimas SOD (superdxido dismutase) e CAT (catalase), o que levou a danos celulares e a
morte das células (PINHEIRO et al., 2018).

A toxicidade dos compostos organicos de teldrio deve-se principalmente a oxidacdo de
grupos tidis de moléculas biologicamente ativas, inativando enzimas ou diminuindo a
concentracdo da glutationa (BLAIS et al., 1972; DEUTICKE et al., 1992 apud GUERRA DE
SOUZA, 2013). A oxidacgéo da glutationa pode ser um dos principais fatores da toxicidade
causada pelos compostos organicos de telurio (BARBOSA et al., 1998; NOGUEIRA et al.,
2003 apud GUERRA DE SOUZA, 2013). Além disso, Puntel et al. (2012) demonstraram a
inibicdo dos complexos | e 1l da cadeia respiratoria via oxidagdo de grupos tiois, o qual pode
contribuir para os efeitos pré-oxidantes desses compostos, assim como seus efeitos
neurotoxicos (GUERRA DE SOUZA, 2013). Porém, estudos demonstram que quando

administradas, em mamiferos, doses semelhantes as concentragdes utilizadas no presente
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estudo, de diversos compostos organicos de telUrio, os mesmos ndo apresentam efeitos
toxicos (AVILA et al., 2006; BORGES et al., 2008).

Outro aspecto importante relacionado ao modo de acdo dos inseticidas € o
desenvolvimento de resisténcia. A resisténcia a pesticidas € uma resposta genética e
evolucionéria a pressao de selecdo de toxicantes, podendo refletir em reducdo de controle a
campo, tendo um profundo efeito na sustentabilidade e lucratividade de indeticidas quimicos
convencionais (Miyata, 1983; french-Constant & Roush, 1990; Georghiou, 1990). Para que a
evolucdo de resisténcia seja evitada ou retardada, é necessario que se estabeleca rotacéo de
produtos com modos de acéo diferentes (OMOTO, 2000).

Por esse motivo, recentemente tem aumentado a procura por inseticidas no mercado
com sitios de acdo preferencialmente ndo relacionados ao sistema nervoso, com maior
seletividade a organismos nao-alvo, e de menor persisténcia no meio ambiente (GALLO et
al., 2002). Outros sitios de acdo alternativos ao sistema nervoso podem ser observados em
reguladores de crescimento de insetos, inibidores da respiracdo celular e receptores do canal
digestivo.

A partir disso, 0 PEBT apresenta-se como uma alternativa promissora, pois além de ter
demonstrado apresentar seletividade para mamiferos, possui um modo de acdo diferente da
maioria dos produtos encontrados no mercado, auxiliando no impedimento da evolugédo da

resisténcia de pragas.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Foi constatado o efeito toxico do composto 2-feniletinil-butilteldrio sobre a mosca da
fruta Drosophila melanogaster e sua possivel acdo inseticida, sendo a concentracédo letal 50%
de 2,386 mM, em 48h.

Em todas as concentracOes testadas, o PEBT reduziu o comportamento locomotor e
exploratdrio das moscas, em 24 e 48 horas, devido a sua toxicidade.

A sua toxicidade ndo se atribui a inibicdo da acetilcolinesterase (AChE), mas
possivelmente aos seus efeitos pré-oxidantes, induzindo o estresse oxidativo nas moscas.

Como perspectiva, deve ser verificado o envolvimento do estresse oxidativo como

mecanismo de toxicidade nesse modelo.
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